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Introdução: A quebra da barreira endotelial (BE) é considerada um ponto chave na 
fisiopatologia da sepse, e as vias que participam da regulação fisiológica da 
integridade da BE são hoje considerados promissores alvos terapêuticos no choque 
séptico. O objetivo do nosso estudo foi investigar o efeito do soro de pacientes com 
choque séptico sobre a integridade da BE e explorar o papel do heme extracelular, 
VEGF-A e angiopoietina-2 (Ang-2) como potenciais mediadores da permeabilidade 
microvascular no choque séptico em humanos. Métodos: Para isso, soro de 
pacientes com choque séptico e voluntários saudáveis foram utilizados para 
estimular monocamadas de células endoteliais (HUVECs). A integridade da BE foi 
avaliada por meio da detecção de impedância elétrica, que mede a resistência 
elétrica transendothelial (TEER) de monocamadas de células endoteliais, e através 
de estudos morfológicos baseados em imunofluorescência das junções célula-célula. 
Os níveis séricos de mediadores clássicos da quebra da BE, VEGF-A e Ang-2 e os 
níveis de heme foram medidos nas mesmas amostras. Nós avaliamos também, o 
efeito do heme na BE utilizando o mesmo modelo experimental do choque séptico. 
Do ponto de vista de mecanismos, nós avaliamos o efeito do heme sob a 
internalização e fosforilação da proteína de junção célula-célula, VE-caderina. 
Resultados: O soro de pacientes com choque séptico (n = 18) causou uma redução 
mais acentuada do TEER do que o soro de voluntários saudáveis (n = 11), e essas 
alterações foram associadas a um aumento na extensão das folgas intercelulares. Os 
níveis séricos de heme no choque séptico foram semelhantes aos descritos na 
anemia falciforme. Além disso, apenas os níveis de heme correlacionaram-se tanto 
com a gravidade da sepse quanto com a ruptura do EB. Finalmente, o heme livre foi 
capaz de induzir um aumento marcado e transitório na permeabilidade de EB medido 
por ensaios tanto funcionais como morfológicos. Resultados preliminares sugerem 
uma tendência de aumento do grau de fosforilação e internalização da VE-caderina 
em células endoteliais estimuladas com heme. Conclusão: Nosso estudo mostrou 





e que o heme presente no soro desses pacientes em níveis semelhantes aos 
observados em outras anemias hemolíticas também pode induzir a ruptura transitória 
da barreira endotelial. Mostramos também que o heme livre pode exercer um papel 
na internalização e fosforilação da VE-caderina, porém mais estudos serão 
necessários para confirmar ou refutar esse fato. Estes resultados abrem caminho 
para a investigação de estratégias terapêuticas destinadas a limitar a disponibilidade 
de heme extracelular na sepse humana. 






















Background: Endothelial barrier (EB) breakdown is regarded as a hallmark of sepsis 
and pathways that participate in the physiological regulation of EB integrity are 
emerging as promising targets in septic shock. The aim of our study was to investigate 
the effect of serum from patients with septic shock on EB integrity, and to explore the 
role of extracellular heme, VEGF-A and angiopoietin-2 (Ang-2) as potential mediators 
of microvascular permeability in human septic shock. Methodology: Serum from 
patients with septic shock and healthy volunteers was used to stimulate HUVEC 
monolayers. EB integrity was assessed by electric cell-substrate impedance sensing, 
which measures the transendothelial electrical resistance (TEER) of endothelial cell 
monolayers, and by immunofluorescence-based morphological studies of cell-cell 
junctions. Serum levels of classical mediators of EB function, VEGF-A, Ang-2 and 
heme were measured in the same samples. The effect of heme on EB function was 
then assessed using the same experimental model. From a mechanism standpoint, 
we evaluated the effect of heme on the internalization and phosphorylation of the 
cell-cell junction protein, VE-cadherin. Results: Sera from patients with septic shock 
(n = 18) induced a more pronounced decrease of TEER than sera from healthy 
volunteers (n = 11), and these alterations were associated with a increase in the 
extension of intercellular gaps. Serum levels of heme in septic shock were similar to 
those described in sickle cell anemia. Moreover, only heme levels correlated with both 
sepsis severity and with EB disruption. Finally, free heme was capable to induce a 
marked and transient increase in EB permeability as measured by both functional and 
morphological assays. Preliminary results showed a trend increasing the level of 
phosphorylation and internalization of VE-cadherin in heme-stimulated endothelial 
cells. Conclusion: Our study showed that serum from patients from septic shock is 
sufficient to induce EB breakdown, and that heme, present in plasma of these patients 
in levels similar to those observed in other hemolytic anemias can also induce the 
transient disruption of endothelial barrier. We also showed that free heme may play a 





be required to confirm or refute this fact. These results pave the way for the 
investigation of therapeutic strategies aimed at limiting the availability of extracellular 
heme in human sepsis. 
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1. INTRODUÇÃO               
1.1 Sepse e Choque Séptico: conceitos e epidemiologia 
 A sepse é uma síndrome clínica caracterizada por uma resposta 
inflamatória sistêmica secundária a uma infecção (1–3). Porém as manifestações 
clínicas da sepse não são causadas apenas pelo patógeno, mas também por uma 
ativação desregulada dos mecanismos de defesa do hospedeiro (4). Em 1992 foi 
introduzido o conceito de Síndrome da Resposta Inflamatória Sistêmica (SRIS), como 
um conjunto de alterações clínicas e laboratoriais que caracterizam a resposta 
inflamatória de um indivíduo a diferentes insultos graves como trauma, sangramentos 
maciços e infecções (2). Neste contexto, a sepse passou a ser definida como uma 
SRIS secundária a uma infecção. Quando associada à disfunção orgânica ou 
hipotensão arterial, a sepse é classificada como “grave”; e finalmente, quando esta 
hipotensão é refratária à reposição volêmica adequada, o quadro passa a ser 
definido como “choque séptico” (2). A sepse grave e o choque séptico afetam 
milhares de pessoas em todo mundo e figuram como a principal causa de morte entre 
pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) não coronarianas.  
A incidência de sepse é alta, com taxas que variam de 11 a 300 casos/ 
100000 habitantes por ano, com uma taxa de mortalidade variando de 30 a até 80% 
dependendo da severidade (sepse, sepse grave e choque séptico) (5,6). Ao longo 
dos últimos 35 anos, o entendimento crescente sobre a fisiopatologia celular da 
sepse culminou em grandes estudos clínicos, cujos objetivos eram o estabelecimento 
de tratamentos direcionados a elementos críticos da fisiopatologia da sepse (7–9). 
Infelizmente nenhum destes tratamentos resultou em benefícios clínicos significativos, 
de modo que a busca por alvos terapêuticos relevantes da sepse permanece como 
uma importante área de investigação, como recentemente apontado em uma revisão 






1.2  A fisiopatologia da sepse 
Como dito anteriormente, embora o mecanismo desencadeante da sepse 
esteja relacionado à exposição do hospedeiro a patógenos invasores, a grande 
maioria das manifestações clínicas da sepse não são causadas diretamente pelo 
patógeno, mas sim pela resposta do hospedeiro a esta invasão. Vale ressaltar que a 
infecção desencadeia uma resposta do hospedeiro muito mais complexa, variável e 
prolongada, na qual, tanto os mecanismos pró-inflamatórios quanto os 
anti-inflamatórios podem contribuir para a depuração da infecção e recuperação 
tecidual, quanto podem ocasionar lesões orgânicas e infecções secundárias (1,10).  
A resposta específica irá depender do patógeno causador (carga e 
virulência) e do hospedeiro (características genéticas e doenças coexistentes), com 
respostas diferenciais nos diferentes níveis: local, regional e sistêmico. Em geral, 
acredita-se que as reações pró-inflamatórias (dirigidas à eliminação de patógenos 
invasores) sejam responsáveis pela lesão tecidual na sepse grave, enquanto que as 
respostas anti-inflamatórias (importantes para limitar a lesão tecidual local e 
sistêmica) implicam em uma maior susceptibilidade às infecções secundárias (1). 
O reconhecimento da presença de patógenos invasores por células do 
sistema imune inato se dá através dos receptores reconhecedores de padrões (PRR), 
que possuem quatro classes principais: receptores do tipo toll (TLR), receptores de 
lectina do tipo C, receptores do tipo 1 do gene induzíveis do ácido retinóico e 
receptores do tipo de oligomerização de ligação a nucleotídeos. Esses receptores 
reconhecem estruturas que são conservadas entre as espécies microbianas, 
denominadas padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), resultando na 
regulação positiva da transcrição de genes inflamatórios e iniciação da imunidade 
inata. Os mesmos receptores também detectam moléculas endógenas liberadas 
pelas células lesadas, denominadas padrões moleculares associados a danos 
(DAMPs), ou alarminas, tais como o grupo de proteína de alta mobilidade B1 






Do ponto de vista dos PAMPs, o lipopolissacarídeo (LPS) é o exemplo 
clássico desta classe (13). O LPS é o principal componente da membrana das 
bactérias gram-negativas, foi descoberto em 1894 pelo médico alemão Richard 
Friedrich Johannes Pfeiffer que lhe concedeu o termo "endotoxina". É estimado que 
cada célula bacteriana contenha cerca de 2 milhões de moléculas de LPS, cobrindo 
cerca de 75% da superfície de membrana (14). O LPS se liga a receptores da 
resposta imune inata como o CD14 e o TLR-4, levando à expressão de genes 
pró-inflamatórios e ao conjunto de alterações moleculares e celulares que 
caracterizam a resposta do hospedeiro à infecção. De forma geral, esta resposta é 
caracterizada por: (1) ativação local da coagulação, cujo beneficio pode ser o de 
restringir a disseminação da infecção; (2) ativação global do sistema imunológico, 
com aumento da produção de citocinas inflamatórias e da atividade citotóxica e 
fagocítica; e (3) ativação endotelial, cujos benefícios imediatos podem ser a 
facilitação da chegada de fagócitos ao sítio da infecção por aumento da adesão e 
facilitação da transmigração aos tecidos. De acordo com este modelo fisiopatológico, 
podemos imaginar que a lesão tecidual e as consequências clínicas da sepse grave 
decorrem da exacerbação de cada um destes processos, que clinicamente se 
apresentaria como CIVD, tempestade de citocinas e desintegração da barreira 
endotelial (Figura 1) (4). 
Uma descrição detalhada deste paradigma, com foco na discussão do 
papel da ativação da hemostasia durante a sepse foi objeto de uma revisão publicada 














Figura 1. Elementos fisiopatológicos da sepse. Esquema ilustrando a fisiopatologia da 
sepse, como destaque para os elementos que constituem a resposta do hospedeiro à 
infecção (em cinza). Quando exacerbados, estes elementos podem levar às complicações da 
sepse (em vermelho).  
1.3 O papel do endotélio na fisiopatologia do choque séptico 
 Tendo em mente a cascata de eventos da fisiopatologia da sepse citada 
acima, é importante destacar que nosso estudo teve como foco a ativação endotelial. 
Por isso, apresentaremos a seguir os mecanismos que o mantêm integro, assim 
como os fatores que causam sua ativação e consequente desarranjo em sua 
estrutura.  
O endotélio é a estrutura localizada na interface entre tecidos e sangue. 
Sob condições fisiológicas, as células endoteliais (CE) estão sob intensa atividade 
metabólica, relacionada a duas funções principais: (1) manutenção das propriedades 
anticoagulantes da luz endotelial, e (2) manutenção de uma barreira seletiva entre 





inflamatória sistêmica que caracteriza a sepse envolve a liberação maciça de 
citocinas, a ativação da coagulação e a quebra BE (1). No entanto, embora a quebra 
da BE seja considerada um dos mecanismos fisiopatológicos da sepse, é importante 
destacar que este processo é parte da resposta do organismo a um patógeno invasor. 
De fato, a presença de patógenos na circulação ou nos tecidos perturba o equilíbrio 
do endotélio através de receptores relacionados à resposta imune inata, e resulta em 
um conjunto de alterações celulares e moleculares coletivamente chamadas de 
“ativação endotelial”, do qual a quebra da BE é uma das características mais 
marcantes (16). Nesta situação, a quebra localizada e transitória da BE tem por 
objetivo facilitar a adesão e a diapedese de leucócitos, para que estes tenham 
acesso ao patógeno nos tecidos (4). Quando localizada e adequadamente regulada, 
esta quebra da BE pode ser vista como a etapa inicial de uma parte importante da 
defesa do hospedeiro a uma infecção, permitindo a fagocitose ou citotoxicidade 
mediada por leucócitos, e a formação de redes compostas por neutrófilos e fibrina 
(NETs), que auxiliarão na contenção de um foco infeccioso (17). Por outro lado, este 
mesmo mecanismo potencialmente benéfico, pode se tornar um elemento crítico da 
fisiopatologia de doenças como o choque séptico e a síndrome da angústia 
respiratória do adulto (SARA), se ativado de forma desregulada no que diz respeito à 
perda da localização ou à intensidade. Por ser parte integrante da resposta 
inflamatória sistêmica que caracteriza a sepse, a quebra da BE é hoje reconhecida 
como um potencial mecanismo fisiopatológico e um promissor alvo terapêutico no 
choque séptico (5).  
 
1.4 Mecanismos de regulação da integridade da BE  
Os mecanismos celulares e moleculares de regulação da integridade da 
BE foram descritos nas duas últimas décadas a partir do estudo da angiogênese 
embrionária, e mais recentemente, da fisiologia das junções adherens. A 





dinâmica da integridade da BE, para que novos brotos vasculares possam ser 
incorporados à árvore vascular em formação (18). A partir do estudo da formação e 
da desintegração de junções entre CE durante a angiogênese, a BE deixou de ser 
considerada uma barreira estática à passagem de solutos e passou a ser entendida 
como um complexo multiproteico ativo, responsável pela regulação seletiva da 
permeabilidade endotelial. Neste modelo, as junções intercelulares, e mais 
especificamente as junções adherens, são consideradas as principais estruturas 
reguladoras e mantenedoras da BE, atuando tanto como barreira física à passagem 
de solutos, quanto como hubs para a transdução de sinais de diversas naturezas 
para o interior das CE (19,20).  
O principal componente das junções “adherens” em CE é a proteína 
transmembrana VE-caderina, cuja importância funcional é ilustrada pela letalidade 
embrionária de camundongos knockout, em decorrência de graves malformações do 
sistema cardiovascular (21). A VE-caderina, identificada pela primeira vez em 1991, 
possui um domínio extracelular, uma região transmembrana de passagem única, e 
uma cauda citoplasmática conservada, além de ser expressa exclusivamente em CE 
(19). A interação homofílica em trans entre os domínios extracelulares da 
VE-caderina de CE adjacentes forma uma estrutura “em zíper”, que é responsável 
pela integridade da BE. Outros componentes funcionais importantes da VE-caderina 
são sua cauda citoplasmática, e as proteínas associadas a esta cauda. A cauda 
citoplasmática é a responsável pela interação da VE-caderina com proteínas 
associadas (alfa e beta catenina) que ancoram a junção ao citoesqueleto celular, e 






Figura 2. Representação das junções aderentes. 
 
As interações da VE-caderina com as cateninas representam pontos 
críticos da regulação da retenção da VE-caderina na membrana, e por consequência, 
da integridade da BE. No embrião e em culturas de CE, estas interações são 
reguladas por mediadores como o VEGF-A, angiopoietinas (Ang) e a trombina, que 
ao modificarem o padrão de fosforilação de proteínas das junções adherens, podem 






Figura 3. Internalização da VE-caderina. Esquema ilustrativo mostrando o mecanismo de 
regulação da estabilidade da VE-caderina. Estímulos como o VEGF, TNF-α, trombina e 
angiopoietinas levam à fosforilação da VE-caderina (azul) e à dissociação das cateninas, o 
que culmina na sinalização para que a VE-caderina seja internalizada por endocitose, 
causando assim uma ruptura nas junções aderentes.  
 
Atualmente, os dois principais mecanismos de regulação da integridade da 
BE são: (i) a regulação da fosforilação de proteínas das junções “adherens”, e (ii) o 
controle da atividade das GTPases Rac1 e RhoA (22). 
 
1.4.1  Fosforilação das proteínas das junções adherens  
 Um dos principais mecanismos reguladores da estabilidade das junções 
adherens é o equilíbrio entre a fosforilação e a desfosforilação da VE-caderina e de 
outras proteínas destas junções. Em repouso, fosfatases associadas à VE-caderina 
(como a VE-PTP, DEP-1 e SHP-2) mantêm seu estado defosforilado, que é 
associado à estabilidade da BE. Em condições inflamatórias, o VEGF é capaz de 
induzir a internalização da VE-caderina ao promover a fosforilação de dois resíduos 





p120-catenina e beta-catenina respectivamente. A fosforilação do resíduo Y658, 
dependente de c-src, libera a p120-catenina de seu sítio de ligação, e leva à 
endocitose da VE-caderina, no que parece ser um dos pontos críticos de controle da 
estabilidade da BE. Outros resíduos relevantes para este processo incluem o Y685 e 
S665 na VE-caderina, cuja fosforilação é induzida por mediadores como a trombina, 
TNF-α, histamina e bradicinina (22–24).   
 Além da fosforilação ativa de resíduos da VE-caderina como mecanismo 
regulador da internalização da VE-caderina, estudos recentes sugerem que 
dissociação de fosfatases associadas à VE-caderina também exercem papel 
importante na regulação do seu estado de fosforilação. Assim, foi demonstrado que o 
VEGF-A é capaz de induzir a dissociação das fosfatases SH2 e VE-PTP, levando a 
aumento da fosforilação de resíduos responsáveis pela sua estabilidade, e 
promovendo sua internalização (22,25).  
 
1.4.2 Controle da atividade das  GTPases Rac1 e RhoA 
 A família Rho de GTPases incluem mais de 20 membros dos quais RhoA, 
Rac1 e Cdc42 são os principais reguladores da função do esqueleto de actomiosina e 
da formação de junções intercelulares (26). A via da RhoA pode exercer funções 
antagônicas ao promover a formação de filamentos de actomiosina que incluem a 
ruptura ou estabilização de barreiras celulares. Esta via é controlada por reações de 
fosforilação mediadas por seus efetores Rho quinases (ROCK) que promovem a 
contração celular através da fosforilação da proteína miosina de cadeia leve (MLC) 
(27). Além desta, RhoA, Rac1 e Cdc42 também são necessárias para a manutenção 
da BE ao mediarem a formação de fibras de actina que se ligam as proteínas 
juncionais como a ZO-1 e as cateninas. Tanto as junções tight quanto adherens 
formam complexos com fatores ativadores de GTPases (GEFs) que ativam RhoA, 
Rac e Cdc42. Estas interações aumentam a formação de F-actina, e regulam a 






Em repouso, a ativação constante da GTPase Rac1 é considerada 
essencial para a manutenção da integridade da BE. Esta ativação é dependente de 
AMPc, e é crucial para a ligação homofílica da VE-caderina na formação das junções 
adherens. Por sua vez, a presença da VE-caderina ligada estimula a ativação de 
Rac1 em um mecanismo bidirecional autócrino de regulação da integridade da BE. 
Outras vias de sinalização iniciadas por proteínas destas junções (tais como Tiam1, 
Vav2, Epac1 e Rap1) também convergem para a ativação autócrina de Rac1. Além 
disso, ligantes externos à junção como o S1P (sphingosine-1 phosphate) e Ang-1 
também contribuem para a ativação de Rac1 e para a estabilização da BE (22,28,31).  
 Em condições inflamatórias, mediadores como o TNF- e a trombina 
reduzem os níveis intracelulares de AMPc inibindo a ativação de Rac1 e promovendo 
a ativação de RhoA, o que leva a desestabilização da BE. A liberação de Ang-2 pelas 
CE é outro mecanismo de inativação de Rac1, que ocorre pela redução da ligação de 
Ang-1 ao receptor Tie-2, comum para as duas angiopoietinas (22,31).  
1.5 Mecanismos potencialmente envolvidos na quebra da BE no choque séptico 
em humanos 
Vários dos mediadores envolvidos na formação e regulação da BE no 
embrião, ou nas cascatas de sinalização responsáveis pela regulação da integridade 
da BE, encontram-se significativamente elevados em pacientes com choque séptico, 
sugerindo que estas mesmas vias e mediadores possam estar envolvidos na 
fisiopatologia do choque séptico. Como exemplo, proteínas que desestabilizam as 
junções endoteliais no embrião como o VEGF-A e Ang-2 encontram-se aumentados 
em pacientes com choque séptico, ao passo que proteínas responsáveis pela 
estabilização da BE como a Ang-1, encontra-se reduzida neste mesmo grupo (32–34). 
Embora importantes do ponto de vista clínico, e sugestivas de uma relevância 
fisiopatológica destes mediadores, estas associações estatísticas não confirmam a 
participação direta destas vias na quebra da BE no choque séptico, nem tampouco os 





participação do DAMP HMGB1 como indutor da quebra da BE no choque séptico foi 
sugerido (35,36). Assim, não é exagero afirmar que ainda são desconhecidos o papel 
relativo das vias reguladoras da integridade da BE na fisiopatologia do choque 
séptico.  
1.6 Estratégias e oportunidades para o estudo de moduladores da 
permeabilidade endotelial na fisiopatologia do choque séptico  
 Diante dos inúmeros fracassos de estudos clínicos para a sepse 
baseados em dados obtidos em modelos celulares e animais, e do recrudescimento 
da discussão sobre a validade de modelos animais de sepse (37), muita cautela é 
necessária antes da confirmação do papel de moduladores permeabilidade endotelial 
na fisiopatologia do choque séptico. Com exceção de um estudo realizado em 
camundongos geneticamente modificados (38), todos os estudos que descreveram 
os mecanismos de quebra da BE consistiram em experimentos controlados avaliando 
pontos específicos da cascata de eventos que leva à quebra da BE, e que utilizaram 
estímulos relativamente artificiais como proteínas recombinantes como o VEGF e a 
trombina, entre outros. Apenas dois estudos com amostras humanas tentaram 
reproduzir de forma sistemática a quebra da BE no contexto da sepse humana 
(39,40). 
 Por fim, é razoável afirmar que, ao contrário de outros aspectos da 
fisiopatologia do choque séptico como a liberação maciça de citocinas inflamatórias e 
a ativação da coagulação, a quebra da BE pode ser vista como um evento terminal 
da cascata fisiopatológica da sepse, com consequências potencialmente relevantes 
para a evolução clínica do choque séptico entre as quais a lesão pulmonar aguda. 
Em outras palavras, por representar um dos potenciais mecanismos efetores do dano 
tecidual na sepse, a quebra da BE pode ser vista como um dos mais atrativos alvos 





1.7 O heme como mediador inflamatório 
O heme é um grupo prostético de diversas proteínas (hemeproteínas), 
composto de um anel tetrapirrólico (protoporfirina IX) com um átomo de ferro em 
estado reduzido (Fe2+) em seu interior. Quando ligado a estas hemeproteínas, o 
heme desempenha um papel essencial para numerosos processos biológicos, sendo 
uma molécula essencial para diversas formas de vida. Sua estrutura permite ao 
heme participar de vários processos celulares em que a rápida transição entre os 
estados oxidativos do ferro é interessante do ponto de vista funcional. Dentre estes 
processos, o transporte de oxigênio para os tecidos é certamente o mais conhecido 
(41).  
Apesar de sua importância dentro da célula, o heme livre pode ser 
bastante tóxico para células e tecidos. Esta toxicidade é mediada tanto pela ação 
direta do heme sobre membranas celulares quanto por mecanismos indiretos, 
mediados pelo sistema imune inato. As ações diretas decorrem do caráter anfipático 
do heme, que se intercala nas membranas celulares promovendo a geração de 
espécies reativas de oxigênio (ROS) levando a lesão celular, e são reconhecidos há 
algumas décadas (42). Já os mecanismos indiretos, baseados na demonstração que 
o heme livre é um ativador da resposta imune inata passaram a ser estudados mais 
recentemente, e levaram ao conceito atual de que o heme livre atua como uma 
alarmina (43). 
Como resultado de diversas patologias, com destaque para as anemias 
hemolíticas congênitas, microangiopatias trombóticas, hemorragia subaracnóidea e 
doenças infecciosas (como a malária), grandes quantidades de hemeproteínas 
podem ser liberadas no plasma, contribuindo assim para a fisiopatogenia destas 
condições (44,45). Dentre estas patologias, destaca-se a sepse, que ao menos em 






1.8 Catabolismo do heme em condições fisiológicas e patológicas  
A principal fonte de heme em mamíferos é a hemoglobina (Hb). A Hb 
representa a principal proteína das hemácias, cuja função primária é o transporte de 
oxigênio (O2) dos pulmões até os tecidos periféricos. As Hb humanas são proteínas 
tetraméricas globulares formadas pela combinação de duas globinas (cadeias 
polipeptídicas) do “tipo α” (α ou ζ) com duas globinas do “tipo não-α” (β, δ,γ ou ε). 
Cada cadeia está ligada a uma molécula de heme. No adulto, a Hb mais abundante é 
a HbA, formada por duas cadeias “α” e duas cadeias ”β”. O ciclo de vida normal de 
uma hemácia dura cerca de 120 dias, após o qual as hemácias senescentes são 
fagocitadas por macrófagos do sistema reticulo-endotelial do baço e eliminadas da 
circulação (47).  
 A degradação da Hb dentro destas células resulta na liberação do heme, 
cujas concentrações intracelulares devem ser rigorosamente controladas, tanto para 
a eliminação de seus efeito tóxicos quanto para reaproveitamento do átomo de ferro. 
Esta regulação é feita principalmente pela enzima heme-oxigenase (HO) (48). 
Existem duas isoformas de heme-oxigenases: HO-1 e HO-2, codificadas pelos genes 
HMOX1 e HMOX2, respectivamente (49,50). A HO-2 é constitutivamente expressa 
pela maioria das células (50) e conduz o catabolismo do heme em condições 
homeostáticas. Por outro lado, o excesso de heme induz a expressão da isoforma 
HO-1, aumentando a taxa de catabolismo do heme e, como tal, evitando seus efeitos 
citotóxicos (51). A atividade da HO catalisa a oxidação e clivagem do anel 
protoporfirina IX, produzindo biliverdina (BV), concomitante com a liberação de 
quantidades equimolares de ferro e monóxido de carbono (CO). A biliverdina é 
metabolizada em bilirrubina pela biliverdina redutase. Já o ferro é rapidamente 
direcionado para armazenamento ou para produção de novas moléculas de Hb, 
através de sua ligação à ferritina ou à transferrina respectivamente.  
Um aspecto muito importante desta via é que tanto a bilirrubina quanto o 
CO possuem propriedades anti-inflamatórias, antioxidantes e anti-apoptóticas. Além 





crescimento Nrf2, cujo efeito final é antioxidativo e anti-inflamatório. Desta forma, a 
presença do heme ativa importantes vias anti-inflamatórias dependentes e 
independentes de HO-1 que também contribuem para a neutralização a toxicidade do 
heme (41).  
Em condições fisiológicas, o sistema intracelular de regulação do heme é 
suficiente para evitar sua toxicidade direta e indireta. No entanto, em situações 
patológicas caracterizadas por aceleração da degradação de hemácias, este sistema 
se torna insuficiente. Por exemplo, condições associadas a hemólise, particularmente 
quando intravascular, levam a liberação de Hb livre para a circulação que, uma vez 
oxidada a metahemoglobina, resulta na liberação de heme livre para a circulação (41) 
(Figura 4). Outras condições patológicas que também podem cursar com aumento do 
heme extracelular livre incluem grandes hematomas (pela liberação de Hb das 
hemácias) e traumas musculares graves (pela liberação de mioglobina) (52–54). 
Para lidar com este desafio nosso organismo dispõe de dois mecanismos adicionais 
de proteção, que serão abordados em seguida.   
A haptoglobina (Hp) é uma proteína de fase aguda sintetizada no fígado e 
presente em concentrações relativamente altas no plasma (0.3-3mg / mL) (55). A Hp 
se liga com alta afinidade com a Hb livre, formando um complexo Hb:Hp. Essa 
ligação previne a oxidação da Hb e, por consequência, a liberação de heme livre na 
circulação. O complexo Hb:Hp se liga ao CD163 expresso em macrófagos e 
hepatócitos levando-o a endocitose e degradação (56–58). A Hp, no entanto, pode 
ser rapidamente saturada e, apesar de sua concentração endógena ser alta, só é 
suficiente para neutralizar apenas cerca de 0,5% da Hb total dos eritrócitos (59,60) 
(Figura 5). Portanto, outro mecanismo de proteção contra o heme se faz necessário. 
A hemopexina (Hx) também é uma proteína de fase aguda presente em 
altas concentrações no plasma (0,6-1,2 mg / mL), com uma maior afinidade de 
ligação com o heme livre do que qualquer outra proteína já descrita (61,62), tornando 
esta ligação praticamente irreversível. Quando a Hx se liga ao heme livre, formando o 





macrófagos e hepatócitos (63), onde o heme é então catabolizado intracelularmente 
pela ação da HO. Já a Hx não é degradada por macrófagos, sendo reciclada de volta 
para a circulação. Como consequência, a Hx é menos propensa a um esgotamento 
completo da circulação quando comparado com a Hp (60,63). Quando a Hx é 
saturada devido a uma liberação excessiva de heme, proteínas como a albumina, 
α1-microglobulina, e lipídios são capazes de se ligar ao heme, com menor afinidade 




Figura 4. Esquema ilustrando os efeitos tóxicos do heme. O heme livre pode ter como 
fonte a hemólise, que leva à oxidação da hemoglobina (Hb) para Met-Hb, ou de dano tecidual 
e lesão de hemoproteínas intracelulares. O heme tem efeitos pró-oxidantes, pró-inflamatórios 
e citotóxicos e pode causar efeitos específicos em células endoteliais e monócitos / 






Figura 5. Mecanismos de proteção contra o heme livre. Uma gama de mecanismos 
extracelulares conferem proteção contra a Hb e o heme livres. Sob condições hemolíticas a 
Hb é liberada dos eritrócitos para a circulação, de onde é retirada pela Hp, impedindo assim 
sua oxidação e permitindo a captação dos complexos Hb: Hp através do receptor CD163. 
Uma vez que a capacidade de eliminação da Hp está esgotada, a Hb sofre oxidação, 
liberando então os seus grupos heme. Estes podem se ligar à albumina, HDL e LDL, α1- 
microglobulina e finalmente à Hx, que tem maior afinidade com o heme livre. Os complexos 
Hx:heme são capturados através do receptor CD91, e internalizados no fígado, onde o heme 
é catabolizado pela HO-1. Abreviaturas: Fe, ferro; FtH, ferritina; Hp, haptoglobina; Hb, 
hemoglobina; HDL/LDL, lipoproteína de alta/baixa densidade; Hx, hemopexina; ROS, 






1.9 O heme livre e a resposta imune inata 
Em 2001, Wagener e colaboradores mostraram pela primeira vez que o 
heme livre era capaz de ativar uma série de efeitos reconhecidamente ligados à 
imunidade inata tais como recrutamento e adesão de leucócitos ao endotélio, 
produção de citocinas inflamatórias e quebra da barreira endotelial (BE) (68). Logo 
em seguida, Graça-Souza e colaboradores, em um estudo realizado no Rio de 
Janeiro demonstraram que o heme era capaz de ativar neutrófilos (69). Sabia-se que 
o heme possuía um papel pró-inflamatório, porém, não se sabia como o heme 
interagia com a membrana celular e assim modulava células do sistema imune (70). A 
primeira demonstração mecanística do papel do heme como ativador da imunidade 
inata foi publicada em 2007 quando Figueiredo e colaboradores (71) demonstraram 
que o excesso de heme induzia a secreção de TNF-α em macrófagos via ligação com 
o receptor TLR-4, ao passo que macrófagos knockout para o receptor TLR-4, ao 
serem estimulados com heme não secretavam TNF-α, caracterizando então o heme 
como um ativador da resposta imune inata. 
Desde então, diversos estudos mostraram que o heme é capaz de ativar 
outras vias da imunidade inata tais como aquelas dependentes da quinase Syk (que 
medeiam um efeito de sinergia entre heme e endotoxina) (72), o sistema 
complemento (73), a ativação do inflamassoma NLRP3 (74), a formação de redes 
extracelulares de neutrófilos (75), a formação de agregados proteicos atípicos (76) e 
mais recentemente, a ativação da coagulação dependente de fator tecidual (77), 
demonstrada em nosso laboratório.  
Quanto à relevância fisiopatológica destes efeitos, muito do que se sabe 
provém de estudos que utilizam a doença falciforme com modelo, condição em que o 
heme livre é resultado de um quadro hemolítico massivo. Um estudo publicado em 
2013 demonstrou que o heme livre é capaz de desencadear um quadro de lesão 
pulmonar aguda semelhante à STA em dois modelos animais de doença falciforme, e 
que este quadro pode ser revertido pelo uso de hemopexina e inibidores de TLR-4, 





a esta forma de lesão pulmonar aguda (78). Indo na mesma direção, um estudo 
publicado em 2014 mostrou a capacidade do heme livre em desencadear fenômenos 
vaso-oclusivos em dois modelos distintos de doença falciforme, assim como a 
possibilidade de reversão da vaso-oclusão através do uso de inibidores de TLR-4, ou 
de moléculas capazes de sequestrar o heme como a hemopexina (79). Mais 
recentemente, foi demonstrada a capacidade do heme livre em ativar a coagulação 
em modelos animais, via TLR-4 (80).   
Em conjunto, estes dados permitem a construção de um paradigma no 
qual o heme atua como uma alarmina, que constituem um grupo heterogêneo de 
moléculas endógenas que sinalizam danos celulares quando detectados 
extracelularmente. Quando o heme é liberado de células vermelhas ou musculares 
danificadas, a hemoglobina e mioglobina oxidadas liberam seu grupo prostético 
heme. Isso gera o heme livre, que é detectado por PRRs expressos por células 
imunes inatas e, possivelmente, por células T reguladoras (TREG) (43). 
1.10 O papel do heme na sepse 
Apesar do crescente conhecimento do papel do heme na resposta imune 
inata e na inflamação, estudos demonstrando a ação do heme livre na sepse e no 
choque séptico são escassos. Em 2010 Larsen e colaboradores avaliaram o papel do 
heme na patogênese da sepse grave em camundongos submetidos a ligadura e 
punção cecal (CLP) (46). Neste modelo de sepse o heme sensibilizou os hepatócitos 
para a morte celular necrótica tornando os camundongos mais susceptíveis à sepse. 
Além disso, houve uma correlação negativa entre a concentração sérica de Hx e 
lesão tecidual em pacientes com choque séptico. Deste modo, pacientes com choque 
séptico que apresentaram maiores concentrações séricas de Hx tinham menos dano 
tecidual e uma melhor sobrevida (46). Nessa mesma linha, dois estudos 
demonstraram que níveis séricos diminuídos de Hp e Hx estão relacionados com um 






Perante o exposto, torna-se tentador acreditar que o heme possui um 
importante papel na fisiopatologia do choque séptico, através da ativação da resposta 


























2.1 Objetivo geral 
Explorar a relevância biológica da quebra da BE no choque séptico, assim 
como potenciais mediadores e mecanismos ligados a este evento.  
2.2 Objetivos específicos 
 Avaliar o efeito do soro de pacientes com choque séptico sobre: 
o Ensaio funcional da integridade da BE em monocamadas de 
HUVECs  
o Formação de lacunas endoteliais em monocamadas de HUVECs  
 Avaliar a associação dos níveis séricos de Ang-2, VEGF-A e heme com 
a quebra da BE induzida pelo soro de pacientes com choque séptico 
 Avaliar o efeito do heme sobre: 
o Ensaio funcional da integridade da barreira endotelial em 
monocamadas de HUVECs  
o Formação de lacunas endoteliais em monocamadas de HUVECs  














3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 Pacientes e controles 
Foram incluídos neste estudo pacientes diagnosticados com choque 
séptico da Unidade de Terapia Intensiva (UTI) ou da Enfermaria de Hematologia da 
Universidade de Campinas, no período de 2013 e 2014. Como voluntários saudáveis, 
foram incluídos membros da equipe do laboratório. O estudo foi realizado de acordo 
com a Declaração de Helsinque e aprovado pelo comitê de ética local, através do 
parecer 1261/2011. O termo de consentimento livre e esclarecido foi obtido de todos 
os indivíduos ou seus representantes legais antes de qualquer procedimento do 
estudo. 
3.2 Definição de choque séptico  
O diagnóstico de choque séptico foi definido com base nos critérios da 
chamada “Surviving Sepsis Campaign” (83), e estabelecido na presença de dois ou 
mais critérios de SRIS em pacientes com infecção documentada ou suspeita, 
associado a hipotensão (pressão sistólica <90 mmHg) refratária à reposição volêmica 
adequada (pelo menos 2L em 6 horas).  
Os pacientes foram ainda estratificados de acordo com a gravidade do 
quadro no momento da coleta através do cálculo do escore de avaliação de disfunção 
orgânica na sepse, o Sequential Organ Failure Assessment (SOFA; Tabela 3), que foi 
desenvolvido para quantificar as disfunções hepática, renal, pulmonar e 
cardiovascular e tornar grupos de pacientes distintos comparáveis para o propósito 
de estudos clínicos (84).  
3.3 Coleta de dados clínicos e laboratoriais  
Os dados clínicos foram obtidos diretamente do prontuário médico, e 






Dados clínicos:  
● Nome, sexo, data de nascimento, diagnóstico, presença de 
comorbidades clínicas, temperatura máxima dos picos febris, pressão arterial média, 
necessidade de uso de drogas vasoativas, presença de foco infeccioso clinicamente 
determinado, cálculo do escore SOFA (Tabela 1) (84) e evolução clínica.  
 
Tabela 1. Cálculo do escore SOFA 
Pontos 0 1 2 3 4 
PaO2/FiO2 (mmHg) >400 ≤400 ≤300 ≤200 * ≤100 * 
Creatinina (mg/dl) 
ou débito urinário 
<1,2 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 
< 500 ml/d 
≥5,0 
<200 ml/d 
Bilirrubinas (mg/ dl) <1,2 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 ≥12 













≤150 ≤100 ≤50 ≤20 
Escala de Coma 
de Glasgow 
15 13-14 10-12 6-9 <6 
*com suporte ventilatório; ** drogas adrenérgicas administradas por pelo menos 1 
hora (dose em μg/Kg/min); PAM: pressão arterial média; Dopa: dopamina; dobuta: 
dobutamina; nora: noradrenalina 
 
Dados laboratoriais  
● Contagem absoluta de neutrófilos, contagem de plaquetas, creatinina, 
bilirrubina, resultado de culturas e de exames de imagem. 
3.4 Coleta e preparação das amostras de sangue  
As coletas foram realizadas através de punção venosa periférica ou 





de enfermagem das enfermarias após a assinatura do termo de consentimento livre e 
esclarecido pelos responsáveis legais ou pelos pacientes. As amostras foram então 
submetidas à coagulação natural à temperatura ambiente durante 30 minutos e então 
centrifugadas em centrífuga refrigerada, a 4○ C , 1000 x g, por 15 minutos. Todas as 
amostras foram submetidas ao mesmo processamento. O soro obtido foi 
imediatamente separado em alíquotas e armazenado a – 80 ○ C até o uso. 
3.5 Análise dos níveis séricos de VEGF-A, Ang-2 e Heme total 
Os níveis séricos de VEGF-A e Ang-2 foram medidos em duplicata através 
de ensaio imuno-enzimático (ELISA) utilizando kits comerciais (Quantikine, R&D 
Systems, Minneapolis, MN, USA). A sensibilidade do kit para dosagem de VEGF foi 
de 9 pg / ml, e os coeficientes de variação intra-ensaio e interensaio foram de 
4,5%-6,7% e de 6,2%-8,8%, respectivamente. A sensibilidade do kit para dosagem 
de Ang-2 foi de 3,5 pg / ml e os coeficientes de variação intra-ensaio de 2,6% -3,8% e 
de 5,5% -9,8%, respectivamente, de acordo com as instruções do fabricante. Os 
níveis de heme foram determinados em triplicata através de espectrofotometria 
utilizando kit comercial (QuantiChrome Heme Assay kit, DIHM-250, BioAssay 
Systems). O limite linear de detecção dos níveis de heme foi é 0,6 – 125 µM, de 
acordo com as instruções do fabricante. 
3.6 Reagentes 
O meio de cultura endotelial EGM-2 e as células primárias humanas 
endoteliais de veias umbilicais (HUVEC) foram obtidos da Lonza (Walkersville, EUA). 
O Heme foi obtido da Frontier Scientific, dissolvido em TRIS 0,1 M e diluído em 
EBM-2. A solução de trabalho de heme foi preparada no escuro imediatamente antes 
da utilização. O tampão de lise RIPA (R0278) e o coquetel inibidor de protease 
(P8340) foram adquiridos da Sigma. O VEGF-165 recombinante humano foi 





3.7 Cultura de células 
As HUVECs foram cultivadas em frascos de 75 cm² em meio EBM-2 
suplementado com o kit de fatores de crescimento EGM-2 e incubadas a 37 ° C com 
5% de CO2. O meio foi substituído a cada 48 horas. Quando alcançado 80% de 
confluência, as células endoteliais foram tripsinizadas, contadas e utilizadas nos 
ensaios ou replicadas para manutenção da linhagem. Todos os experimentos foram 
realizados com células entre a 3ª e 5ª passagem.  
3.8 Avaliação funcional da barreira endotelial  
A integridade da barreira endotelial foi avaliada através do sistema ECIS® 
(Electric Cell-substrat Impedance Sensing, Applied BioPhysics, Troy, NY). O ECIS é 
um método baseado em impedância, utilizado para estudar as atividades celulares in 
vitro em tempo real. Estas incluem alterações morfológicas, locomoção celular e 
outros comportamentos dirigidos pelo citoesqueleto das células. Para a avaliação em 
tempo real da função da BE, mede-se a resistência elétrica transendothelial (TEER), 
representando uma estimativa razoável da permeabilidade paracelular.  
Uma pequena corrente alternada (I) é aplicada através do padrão do 
eletrodo na parte inferior das placas ou matrizes (arrays). Isto resulta num potencial 
(V) através dos eletrodos que é medido pelo instrumento ECIS. A impedância (Z) é 
determinada pela lei de Ohm Z = V / I.  Quando as células são adicionadas a placa 
ECIS, que é recoberta por eletrodos, elas atuam como isoladores aumentando a 
impedância. À medida que as células crescem e cobrem os eletrodos, a corrente é 
impedida de uma maneira proporcional ao número, à morfologia, e à natureza da 
ligação entre as células que cobrem os eletrodos. Quando as células são estimuladas, 
as alterações na morfologia celular alteram a impedância. Os dados gerados são a 
impedância versus o tempo (Figura 6). Isto torna possível avaliar o momento exato e 








Figura 6. Funcionamento da leitura de impedância pelo ECIS®. Ilustração dos traços de 
impedância gerados pelo ECIS ao longo do tempo. Fonte: Applied Biophysics (brochura do 
instrumento ECIS)  
 
Para os experimentos utilizando a metodologia ECIS, as HUVECs (2,5 x 
105 células / poço) foram cultivadas nas placas ECIS de oito poços revestidas com 
fibronectina (8WE10, Ibidi, München, Alemanha) 48 horas antes do experimento. Os 
experimentos foram realizados em poços nos quais a resistência elétrica da 
monocamada de células endoteliais tinham atingido um platô, indicativo de 
confluência. As HUVECs confluentes foram submetidas ao serum starvation 
(condição reduzida de suplementos e fatores de crescimento para que as células 
diminuam sua taxa metabólica) em meio EBM-2 suplementado com soro fetal bovino 
a 1% (meio starving) antes da estimulação. Em seguida, as HUVECs foram 
estimuladas como soro ou heme e a TEER foi monitorada pelo menos por 6 horas 







Figura 7. Metodologia ECIS® para avaliação da quebra da BE. Ilustração da metodologia 
ECIS. As células foram semeadas na concentração 2x105 células/poço, incubadas 48 horas a 
37ºC/5% de CO2. Os eletrodos foram então conectados ao equipamento e as células 
mantidas em meio suprimido de fator de crescimento por 2 horas. Os respectivos estímulos 
foram adicionados e as mudanças na resistência trasnendotelial foram acompanhadas por no 
mínimo 6 horas. 
 
A porcentagem de aumento máximo de permeabilidade induzida pelos 
estímulos foi calculada tendo em conta que a resistência normalizada média (RN) 
para um eletrodo ECIS sem células ou com células totalmente contraídas 
(permeabilidade máxima) é de 0,35, enquanto as monocamadas confluentes de 
controle não tratadas produziram um valor médio da RN de aproximadamente 1,00. 
Assim, a porcentagem de redução na resistência (%TEER) foi calculada aplicando a 





3.9 Imunofluorescência e Microscopia Confocal 
As HUVECs foram cultivadas até confluência por no mínimo 48 horas em 
lamínulas de vidro de microscopia pré-revestidas com fibronectina, mantidas durante 
2 horas em meio starving e então estimuladas com soro (20% v / v) durante 6 horas 
ou heme durante 30 minutos. Em seguida, as células foram fixadas em formalina 
tamponada durante 20 min, lavadas 3 vezes com PBS e tratadas com glicina 10 mM 
durante 5 min para eliminar os grupos aldeído provenientes da formalina. As células 
foram então permeabilizadas com 0,2% de Triton X-100, lavadas 3 vezes com PBS e 
bloqueadas com albumina de soro bovino à 3% em PBS durante 15 min.  
As lamínulas foram então incubadas durante 30 minutos com anticorpo 
monoclonal anti-VE-caderina a 37 ° C, lavadas 3 vezes em PBS e incubadas por 30 
minutos a 37 ° C com anticorpo secundário conjugado com Alexa fluor 555 ou 488, 
lavadas 3 vezes com PBS e incubadas por mais 30 minutos a 37 ° C com faloidina 
conjugada com Alexa fluor 658 para detectar os filamentos de actina. Após incubação 
com a faloidina as lamínulas foram lavadas novamente com PBS e montadas em 
lâminas utilizando-se o meio de montagem para fluorescência (Fluoromont G®).  
As lâminas foram analisadas por escaneamento a laser em um LSM-510 
montado sobre um microscópio Axioplan (Zeiss), utilizando-se a objetiva de 63x de 
imersão em óleo. As lacunas intercelulares (GAPs) em monocamadas confluentes 
foram quantificadas utilizando o software Image J. Foram quantificadas dez imagens 
contendo cerca de vinte células por condição e em três experimentos diferentes. O 
contraste da imagem foi ajustado semi-automaticamente, de modo que regiões na 
monocamada confluente que não produziram sinal em todos os canais de 
fluorescência foram tomadas como áreas vazias ou lacunas intercelulares e 
selecionadas através da criação de um limite. A porcentagem de áreas vazias em 






3.10 Western Blot 
3.10.1 Lise e extração das proteínas 
As HUVECs foram semeadas em placas de 100 mm a uma densidade de 
1x106 células. As células que não aderiram a placa foram removidas por lavagem 
com meio. Atingida a confluência as células foram estimuladas com heme 30 uM ou 
veículo por 30 minutos a 37°C/5%CO2. Após o período de incubação, as células 
foram lisadas com tampão RIPA suplementado com coquetel inibidor de protease. Os 
lisados celulares foram centrifugados a 12000g por 20 minutos à 4°C e os 
sobrenadantes foram aliquotados e submetidos a técnica de Bradford para 




Figura 8. Exemplificação da técnica de extração de proteínas para Western Blot. Após o 
tratamento as células foram lisadas com tampão de lise RIPA suplementado com inibidores 
de proteases. O lisado celular foi então submetido à centrifugação para separar as proteínas 
(sobrenadante) dos restos celulares (pellet). As proteínas foram então quantificadas pela 






3.10.2 Eletroforese e transferência 
Após a quantificação, as amostras foram fervidas (95°C/5min) para 
desnaturar as proteínas e então 30µg de proteína foram submetidas à eletroforese 
em gel bis-acrilamida (8%) em aparelho de eletroforese (Mini-Protean, Bio-Rad 
Laboratories, Richmond, Ca). As proteínas foram então transferidas para membrana 
de nitrocelulose (0,45µ) em dispositivo de eletrotransferência semi-seco sob 
voltagem constante de 20 V durante 1 hora. Em seguida, as membranas foram 
bloqueadas com solução salina tamponada de TBS-T (10 mmol/L Tris, 150 mmol/L 
NaCl e 0.02% Tween 20) e 5% de BSA, durante 1 hora em temperatura ambiente, 
para reduzir a ligação dos anticorpos a proteínas não-específicas. As membranas 
foram então incubadas por 12 horas à 4ºC com anticorpos específicos (Tabela 2) 
diluídos em tampão de bloqueio. As membranas foram lavadas 3 vezes em TBS-T e 
incubadas com anticorpo secundário conjugado à HRP (Horseradish peroxidase) 
durante 1 hora em temperatura ambiente. O sistema de revelação usado foi o 
baseado em quimioluminescencia, de acordo com as instruções do kit westar sun 
ECL substrates for Western Blotting (Cyanagen, Italy), detectado pelo equipamento 
UVItec Alliance (UVItec, Cambridge, UK). A quantificação das intensidades de sinal 
foi realizada utilizando o software ImageJ e normalizadas para o controle de 
carragamento (GADPH) e controle não-tratado (veículo) (Figura 9). 
 
Tabela 2.  Anticorpos utilizados para Western Blot 
Anticorpo Fabricante e número de 
catálogo 




Anti-VEC Cell Signaling 2500S Coelho 1:1000 
Anti-VEC-phospo Y731 Sigma SAB4301448 Coelho 1:1000 







Figura 9. Eletroforese e eletrotransferência de proteínas. Em gel de acrilamida 8%, 30µg 
de proteínas foram carregadas e submetidas à eletroforese em voltagem crescente com 
inicio em 40V e término em 120V em um período de 3 horas. As proteínas foram então 
transferidas para membrana de nitrocelulose com poro de 0,45µ através de unidade de 
tranferência semi-seca em voltagem constante de 20V por 1 hora. A membrana foi então 
bloqueada e incubada com os anticorpos de interesse e por fim revelada por 
quimioluminescência no equipamento UVitec, onde as imagens das bandas foram 
capturadas.  
 
3.11 Biotinilação da superfície celular 
As HUVECs foram semeadas na densidade de 20.000 células/cm2 em 
placas de 6 poços no mínimo 48 horas antes do experimento. Após atingirem 
confluência foram deixadas em meio starving durante 2 horas a 37°C. Em seguida as 
células foram estimuladas com heme (30µM), veículo e VEGF-165 (50ng/ml) 
(controle positivo), e a internalização foi permitida por 30 minutos a 37ºC. As 
proteínas da membrana celular foram então biotiniladas utilizando a biotina EZ-Link 
Sulfo-NHS (Thermo Scientific). Em seguida as células foram lisadas com tampão de 





protease. Os lisados foram centrifugados a 4ºC durante 5 minutos a 16000 g e 40µl 
do sobrenadante foi aliquotado para controle do lisado total (LT). O sobrenadante 
remanescente foi incubado com esferas de Streptadivina-Agarose (Thermo Scientific) 
para o pull-down da biotina. As esferas foram lavadas 3 vezes em tampão de lise 
pull-down, fervidas durante 5 minutos em tampão de amostra de Laemmli e então 
submetidas a eletroforese de proteínas e western blot (Figura 10). 
 
 
Figura 10. Principio da técnica de biotinilação da superficie celular. As células são 
estimuladas e incubadas a 37ºC para permitir a internalização. Após internalização, as 
células são rapidamente transferidas a 4ºC para parar os processos endocíticos e então são 
biotiniladas a 4 ° C para marcar exclusivamente as proteínas remanescentes na membrana. 
As proteínas biotiniladas são isoladas por cromatografia de afinidade com esferas de 
streptadivina e então submetida à alta centrifugação (pull-down) para que as esferas ligadas 
às proteínas de interesse permaneçam do pellet; então as proteínas de interesse são 





3.12 Ensaio de viabilidade celular 
A viabilidade celular foi mensurada com o reagente 
3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), (Sigma®). As 
HUVECs foram semeadas na densidade de 1 x 104 células por poço distribuídas em 
placas de 96 poços em meio EBM-2 durante 48 horas e então mantidas em meio 
starving (1% FBS) durante 2 horas. O meio então foi trocado para EBM-2 contendo 
diferentes concentrações de heme (10 uM, 30 uM, 50 uM, 70 uM e 100 uM) ou 
veículo em triplicata. Após 30 minutos de tratamento adicionou-se a cada poço 100 µl 
de solução de MTT (5 mg/ml) e as células foram incubadas novamente por mais 3 
horas. Em seguida, adicionou-se 100 μL de uma solução de isopropanol 90% e 
DMSO para solubilização dos cristais de formazan. As placas foram agitadas durante 
5 minutos e a absorbância correspondente a cada amostra foi medida em leitor de 
ELISA a um comprimento de onda de 570 nm. 
 
3.13 Análise Estatística  
Para comparação entre grupos com variáveis contínuas foram utilizados o 
teste de Mann-Whitney ou Student test t, de acordo com a distribuição da variável, 
(não-Gaussiana ou Gaussiana, respectivamente).  Para as variáveis categóricas foi 
utilizado o teste de Fisher. As correlações foram avaliadas através do coeficiente de 
correlação de Spearman ou Pearson. Um valor de p menor ou igual a 0,05 foi 
considerado estatisticamente significativo. Todas as análises estatísticas foram 
realizadas com o o software GraphPad Prism versão 7 (GraphPad Prism Software Inc. 









4.1 Características dos pacientes  
Durante o período do estudo, um total de 18 pacientes com diagnóstico de 
choque séptico foram incluídos. Destes, 16 (88,9%) foram incluídos dentro de 72 
horas do diagnóstico de choque séptico e, nos 2 pacientes restantes, o choque 
séptico foi diagnosticado 10 e 11 dias antes da coleta da amostra, respectivamente, 
mas ambos os pacientes ainda apresentavam critérios de choque no momento da 
coleta da amostra.  
Dentre os 18 pacientes, 13 (72,2%) evoluíram a óbito em 28 dias. 
Co-morbidades, incluindo Doença Enxerto Contra Hospedeiro Aguda, Síndrome da 
Imunodeficiência Adquirida, Insuficiência Respiratória Crônica, Insuficiência Cardíaca 
e Hipertensão Arterial estavam presentes em 13 pacientes, dos quais 12 foram a 
óbito. A identificação do foco foi realizada através de exames de imagem e 
manifestação clínicas e do agente infeccioso (n=34), através de hemoculturas e 
culturas de lesões de pele e seios da face. Pulmão, pele, seios da face e abdômen 
foram os sítios envolvidos. Foram detectados bactérias gram-negativas (A. 
baumannii, E. cloacae, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa), bactérias 
gram-positivas (S. aureus, S. epidermidis, S.viridans) e fungos (Aspergillus e 
Fusarium). As características adicionais dos pacientes são apresentadas na Tabela 
3.  
 Os pacientes que foram a óbito apresentaram mais comorbidades (P = 
0,007), menor contagem de plaquetas (P = 0,01) e maiores níveis de bilirruibina (P = 
0,05). E como esperado tiveram um escore SOFA mediano mais elevado (13, 
intervalo 10-18) do que os pacientes sobreviventes (10, intervalo 4-17). Todas as 
mortes foram atribuídas a complicações de choque séptico. As diferenças entre os 
grupos de pacientes sobreviventes (n = 5) e óbitos (n = 13) são apresentadas na 





Onze indivíduos saudáveis foram incluídos como controles, com uma 
idade média de 32 anos (intervalo: 24-52) e uma proporção de gênero de 5 homens e 
8 mulheres. 
Tabela 3. Características dos pacientes 
SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; *8 pacientes tiveram mais de uma comorbidade; 
outras comorbidades incluíram SIDA, malária, diabetes, doença do enxerto contra o hospedeiro 






Idade – mediana (min-máx) 59 (27-85) 
Sexo  (Homem:Mulher) 10 : 8 
  
Comorbidades (%) * 
Nenhuma 5 (27) 
Câncer 7 (38) 
Insuficiência cardiaca 2 (11) 
Hipertensão arterial 1 (5) 
Insuficiência respiratória crônica 4 (22) 
Outras 5 (27) 
  
Dados Laboratoriais – mediana (min-máx) 
Contagem de células brancas (x10³/µl) 9.95 (0,01 – 25,87) 
Hemoglobina (g/dL) 9,85 (4,80 – 14,70)  
Creatinina (mg/dL) 1,54 (0,56 – 7,30)  
Bilirrubina (mg/dL) 0,55 (0,18 – 4,80) 
Contagem de plaquetas (x10³/µl) 90 (0,46 – 43,7) 
  
Ventilação mecânica e escore de severidade  
Ventilação mecânica na admissão – sim (%) 18 (100) 
Escore SOFA na admissão – mediana (min-máx) 13 (4 – 18) 
  
Foco da infecção (%) 
Abdominal  1 (5) 
Pulmonar  10 (55) 
Pele  3 (16) 
Outros  1 (5) 










Tabela 4. Características dos subgrupos 
 Resolução do 






5 : 0 5 : 8 0,0359** 
Idade (mediana, min-máx) 66 (34 – 72) 59 (27 – 85) NS* 
Comorbidades  
(presente: ausente) 
1 : 4 12 : 1 0,0077** 
 
Contagem das células 
brancas (x10³/µl) 
(mediana, min-máx)  
9,01 (5,46 – 20,29) 
 
10,88 (0,01 – 25,87) NS* 
Hemoglobina ( g/dL)  
(mediana, min-máx) 
11,50 (8,60 – 12,50) 9,00 (4,80 – 14,70) NS* 
Creatinina (mg/dL)  
(mediana, min-máx) 




0,42 (0,18 – 1,40) 2,07 (0,29 – 4,80) 0,0281* 
Contagem de plaquetas 
(x10³/µl) (median, min-máx) 
174,00 (0 – 437) 
 
53,00 (9 – 152) NS* 
 
SOFA (median, min-máx) 10 (4 – 17) 13 (10 – 18) 0,0515 
Cultura positiva*** 
(sim:não) 
1 : 4 6 : 7 NS** 
 
SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; * Teste de Mann-Whitney; **Teste de Fisher; ***Gram-
negativas: Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia gladioli . Gram-













4.2 Análise funcional e morfológica da barreira endotelial 
O estímulo com soro humano provocou uma redução transitória da TEER 
na monocamada endotelial como ilustrado na figura 11.  
 
 
Figura 11. Traço representativo da detecção de impedância pelo ECIS® após estímulo 
com soro humano. Alteração da resistência normalizada na monocamada endotelial em 
relação ao tempo. Tempo zero representa o momento da adição do soro de pacientes com 
choque séptico e soro de indivíduos saudáveis.  
 
As HUVECs incubadas com soro de indivíduos saudáveis quase 
recuperaram os valores iniciais da TEER 2 horas após a exposição (diminuição 
média de TEER de 13,75% ± 14,76%), enquanto que na presença de soro de 
pacientes com choque séptico a TEER reduziu em 23,41 ± 14,61%). A diferença entre 
as células expostas ao soro de pacientes com choque séptico e os indivíduos 
saudáveis alcançaram significância estatística após 4 e 6 horas do estímulo (21,52 ± 
12,71 vs 10,93 ± 10,69; P = 0,03; 22,08 ± 13,24 vs. 12,32 ± 9,86; P = 0,04, 
respectivamente) (Figura 12). Os experimentos foram realizados em duplicata, e em 







Figura 12. Porcentagem de decréscimo da resistência transendotelial induzida pelo 
soro de pacientes com choque séptico e indivíduos saudáveis. Alteração da resistência 
transendotelial após 2 horas, 4 horas e 6 horas da adição do soro. Os grupos foram 
analisados pelo Student teste t. Valores apresentados como média ± desvio padrão. Soro de 
pacientes com choque séptico causou uma maior alteração na função barreira do que soro 
de indivíduos saudáveis.  
 
Não foi observada diferença entre os valores da TEER dos pacientes 







Figura 13. Porcentagem de decréscimo da resistência transendotelial entre os 
subgrupos de pacientes. Alteração da resistência transendotelial na monocamada de 
células endoteliais 2 horas, 4 horas e 6 horas da adição do soro, comparando amostras de 
pacientes com choque séptico que sobreviveram e amostras de pacientes com choque 
séptico que foram a óbito. Os grupos foram analisados pelo teste t de Student. Valores 
apresentados como média ± desvio padrão. Ambos os grupos causaram disfunção na 
barreira endotelial, porém não houve diferença entre os grupos. 
 
Consistente com a perda da TEER, a análise confocal das células 
endoteliais incubadas com soro revelou um aumento de lacunas intercelulares 
detectadas pelos marcadores de junção VE-caderina e F-actina (Figura 14A). De 
forma similar aos ensaios funcionais, a extensão das lacunas intercelulares foi 
significativamente menor nas células incubadas com soro de indivíduos saudáveis 
quando comparadas com soro de pacientes com choque séptico (0,265 ± 0,247% vs 






Figura 14. Efeito do soro humano na morfologia das células endoteliais. Células 
endoteliais de veia umbilical humana (HUVECs) foram tratadas durante 6 h com soro de um 
indivíduo saudável e de paciente com choque séptico e marcadas para os marcadores de 
junção célula-célula VE-caderina e filamentos de actina (F-actina). As setas indicam as 
lacunas intercelulares (A) O processamento semi-automatizado das imagens identificou as 
lacunas intercelulares que foram quantificadas relativo à área total da monocamada de 
células. Teste de Mann-Whitney; *p = 0,01. 
 
4.3 Níveis séricos do VEGF-A e Ang-2 e sua associação com a gravidade da 
sepse e a permeabilidade endotelial 
A fim de explorar os mecanismos de aumento da permeabilidade 
endotelial induzida pelo soro dos pacientes, mensuramos os níveis séricos de 
VEGF-A e Ang-2, que são mediadores clássicos da quebra da barreira endotelial 
durante a angiogênese e no choque séptico. Como esperado, os níveis de Ang-2 
foram marcadamente maiores nos pacientes com choque séptico (14299,0 ± 4294,0 
pg / ml) em relação aos indivíduos saudáveis (2471,0 ± 727,3 pg / ml; P <0,0001) 
(Figura 15A). Porém, em nossa população, não foi detectada diferença entre os 






Figura 15. Níveis séricos dos mediadores clássicos envolvidos na quebra da barreira 
endotelial. Scatter plot representando as concentrações séricas de Angiopoietina-2 (A) e 
VEGF-A (B) em pacientes com choque séptico (n= 18) e indivíduos saudáveis (n=9). Teste de 
Mann- Whitney; **p<0,0001; ns: não significativo. 
 
Para explorar a potencial associação dos níveis de VEGF-A e da Ang-2 
com a gravidade da sepse e como possível modulador da quebra da BE, nós 
avaliamos a correlação entre os níveis destes marcadores com o escore de 
gravidade da sepse e com a porcentagem de decréscimo do TEER (%TEER).  
Não pudemos observar uma correlação entre os níveis de Ang-2 e a 
diminuição de TEER em qualquer momento (Tabela 4). Em relação ao VEGF-A, 
também não se correlacionou com a gravidade da sepse, porém, correlacionou-se 
com a magnitude da ruptura da barreira endotelial (%TEER) após 2 (R = 0,43, P = 












Tabela 5. Correlação dos níveis de VEGF e Ang-2 com a gravidade da sepse e a 
permeabilidade endotelial 
 
 %TEER 2h %TEER 4h %TEER 6h SOFA escore 
VEGF-A r = 0,431 
P = 0,024 
 
r = 0,387 
P = 0,046 
 
r = 0,157 
P = ns 
 
r = -0,048 
ns 
Ang-2 r = 0,141 
P = ns 
r = 0,214 
P = ns 
r = 0,286 
P = ns 
r = 0,431 
0,07 
 
4.4 Níveis séricos do heme e seu papel na barreira endotelial 
O heme extracelular é um mediador inflamatório que em modelos animais 
parece participar da fisiopatologia da sepse grave. Além disso, foi recentemente 
demonstrado que a hemoglobina e o heme livres participam na fisiopatologia da 
síndrome respiratória aguda experimental e humana (46,85). Em nosso estudo, os 
níveis médios de heme em pacientes com choque séptico foram de 33,32 μM, 
comparados a 22,48 μM em indivíduos saudáveis (P = 0,07), revelando uma 
tendência estatística de diferença (Figura 16). De fato, quando ampliamos o número 
de sujeitos por grupo, incluindo outros pacientes com sepse de nossa base de dados, 
a diferença torna-se significativa (dados não mostrados por incluírem resultados de 
indivíduos que não realizaram a análise funcional). É importante ainda destacar que 
estes valores de heme encontram-se na mesma ordem de grandeza daqueles 
observados em pacientes com doença falciforme, o que permite caracterizar o 
choque séptico como uma condição de fato associada a níveis elevados de heme 











Figura 16. Níveis séricos de heme nos pacientes com choque séptico e indivíduos 
saudáveis. Níveis totais de heme em pacientes com choque séptico (n = 16) e indivíduos 
saudáveis (n = 9) (A). As barras horizontais representam valores médios; Student teste t. 
 
4.5 Heme e a gravidade da sepse 
Além de mais elevados em pacientes com choque séptico, os níveis de 
heme correlacionaram-se com o escore de severidade da sepse SOFA (r = 0,57, P 
<0,05) (Figura 17 A) e com a permeabilidade endotelial, medida pelo ECIS (% TEER) 
após 6 horas de incubação (r = 0,41, P = 0,05) (Figura 17 B). Estes resultados 
sugerem que o heme livre poda ter um papel relevante na fisiopatologia da quebra da 









Figura 17. Correlação dos níveis de heme com o escore de gravidade na sepse e a 
permeabilidade endotelial. Análise de correlação entre o escore de avaliação de disfunção 
orgânica na sepse (SOFA) (A) e a permeabilidade endotelial (% TEER) (B). Correlação de 
Pearson (r). 
 
4.5.1 Heme induz aumento da permeabilidade endotelial em monocamada 
de HUVEC 
Diante das evidências de que o heme livre possui um papel importante na 
fisiopatologia do choque séptico, avaliamos os efeitos do heme sobre a 
permeabilidade vascular, com o mesmo sistema utilizado nas amostras clínicas. O 
heme livre promoveu uma queda na resistência elétrica logo após sua adição nas 
células endoteliais (Figura 18). Quando comparado com o veículo, o heme induziu 
uma perda significativamente maior da função da BE, que foi detectada logo nos 
primeiros 30 minutos após o estimulo (% TEER veículo vs heme: 9,76 ± 8,54 vs. 
53,60 ± 16,19, P = 0,0143) e persistiu após 1 e 2 horas após o estimulo (8,77 ± 6,82 
vs. 38,59 ± 6,84, P = 0,0059; 9,47 ± 10,10 vs. 33,07 ± 3,59, P = 0,0189; 
respectivamente). Após 4 horas, a células endoteliais já começaram a retornar seu 
estado inicial (13,51 ± 13,98 vs. 32,93 ± 9,342, P = 0,1160). Estes dados são 
ilustrados na figura 19. Os experimentos foram realizados em duplicata, e em pelo 





preparações de heme, em diferentes veículos, com resultados consistentes.  
 
Figura 18. Ação do heme nas mudanças da resistência transendotelial. O tratamento 
com heme diminui a resistência elétrica transendotelial (TEER). Tempo zero indica o 
momento da adição do heme, a linha azul representa as mudanças na resistência 






Figura 19. Heme aumenta a permeabilidade em monocamada de células endoteliais. 
HUVECs semeadas nos eletrodos foram submetidas a tratamento com heme 30µM ou 
veículo durante 30 minutos. A permeabilidade foi medida através da porcentagem de 
decréscimo da resistência transendotelial (% TEER), 30 minutos, 1 hora, 2 horas e 4 horas 
após estimulo com heme ou veículo. Os dados são mostrados como média ± desvio padrão 
de 3 experimentos distintos. *p≤0.05; ns, não significante.  
 
Para avaliar as alterações morfológicas causadas pelo heme livre, 
desafiamos as HUVECs com heme (30 µM) ou veículo durante 30 min. Em 
concordância com a porcentagem de decréscimo da TEER, a análise confocal 
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mostrou o aumento de lacunas intercelulares nas células tratadas com heme, 
detectadas por coloração com VE-caderina e F-actina (Figura 20A), onde a 
porcentagem de lacunas intercelulares nas células tratadas com heme foram 
significativamente mais extensas (5,41% ± 4,639) quando comparadas com o veículo 
(0,643% ± 0,434; P = 0,05) (Figura 20B).  
 
 
Figura 20. Heme induz modificação na arquitetura das junções aderentes. As HUVECs 
foram tratadas com veículo ou heme 30uM durante 30 minutos e então foram coradas para o 
marcador de junção célula-célula VE-caderina e para os filamentos de actina (F-actina) (B). O 
processamento de imagem semi-automatizado identificou as lacunas intercelulares que 
foram quantificadas em relação à área total da monocamada de células (B). Média ± desvio 
padrão de três experimentos independentes * P≤0,05; ns, não significativo. Bar, 20 um. 
 
4.5.2 Estimativa da acurácia diagnóstica dos níveis séricos de heme 
A acurácia diagnóstica dos níveis de heme foi estimada usando a curva ROC 
na população do estudo. O valor da área sob a curva ROC dos níveis de heme foi de 
0,69 (0,51-0,86; p=0,059), sugerindo que a acurácia diagnóstica desta medida pode 
ser útil em discriminar pacientes com choque séptico da população normal. 





4.5.3 Análise da mortalidade por choque séptico em 28 dias 
Para avaliar o risco de mortalidade, selecionamos um cutt-off de acordo 
com o valor dos níves de heme, 22,48µM foi o melhor cutt-off identificado pela curva 
ROC em nossa populçã0, prevendo a evolução para óbito com uma sensibilidade de 
61,9% (95%IC=38,44-81,89%) e uma especificidade de 71,43% 
(95%IC=41,90%-91,61%). 
Para determinar a relação entre os níveis de heme com mortalidade por 
choque séptico em 28 dias, foi realizada uma curva de sobrevida de Kaplan-Meier.  
A mortalidade no dia 28 em pacientes com níveis de heme menor que o valor do 
cutoff foi de 28% comparado à mortalidade de 85% entre os pacientes com níveis de 
heme maior que o cutoff (p=0,0059 pelo teste de Wilcoxon) (Figura 21)  
 
 
Figura 21. Sobrevida de pacientes com choque séptico de acordo com os níveis de 
heme estratificado pelo cutoff. Curva de Kaplan-Meier ilustrando a sobrevida de pacientes 
com choque séptico de acordo com os níveis totais de heme. Os valores de cada paciente 







4.6 Heme livre na modulação das junções aderentes 
4.6.1 Internalização da VE-caderina 
Sabe-se que o aumento na permeabilidade vascular e a quebra da BE 
devido à dissociação de proteínas das junções célula-célula têm sido associados à 
internalização da VE-caderina em compartimentos subcelulares e subsequente sua 
reciclagem ou degradação (86). Analisamos, portanto, se o estímulo do heme modula 
a taxa de endocitose da VE-caderina através da biotinilação da superfície celular, 
onde após a biotinilação, permitimos a endocitose durante 30 min e então medimos 
os níveis de VE-caderina internalizada através da proporção de VE-caderina total e 
VE-caderina biotinilada, ou seja, VEC internalizada = VEC total – VEC biotinilada.  
De acordo com nossos dados, ainda preliminares, as células tratadas com 
veículo exibiram níveis relativamente baixos de VE-caderina internalizada. Os níveis 
de VEC internalizada foram aumentando após a estimulação com heme de uma 
forma dose dependente (Figura 22A). As quantificações mostraram que a adição de 
heme 30µM não resultou em um aumento da VEC internalizada comparado com 
células não tratadas, enquanto que o heme 100µM conduziu a um aumento de 1,9 
vezes (Figura 22B). Foram observados efeitos semelhantes ao tratamento com 









Figura 22. Heme livre na promoção da internalização da VE-caderina. As HUVECs foram 
tratadas com veículo, heme 30µM e 100µM e 50ng/ml de VEGF-165, utilizado como controle 
positivo, a endocitose foi permitida durante 30 min a 37 ° C. As proteínas de superfície das 
HUVECs foram então biotiniladas a 4 ° C. As proteínas biotiniladas foram submetidas a 
imunoprecipitação e as amostras foram transferidas como indicado. Os lisados totais (LT) 
representam amostras antes da precipitação. (B) Quantificação das intensidades de sinal da 
VE-caderina representadas em A e normalizadas para LT- VE-caderina e células de controle 
não tratado. Dado de um experimento. 
 
4.6.2 Fosforilação da VE-caderina 
Além da sua internalização, modificações pós-translacionais da 
VE-caderina também participam da regulação da permeabilidade vascular.  Assim, 
analisamos se a transdução de sinal do heme altera o estado de fosforilação da 
VE-caderina. Para isso, avaliamos a fosforilação da VE-caderina no resíduo Y731, 
após estimulo com heme ou veículo. Após 30 min de tratamento com heme 30µM, 
observou-se um aumento de 1,8 vezes nos níveis de VE-caderina fosforilada, já o 
tratamento com heme 100µM provocou um aumento de 4 vezes, porém esse 
aumento não foi significativo (Figura 23 A, B). Assim, inferimos que o heme pode 
induzir a fosforilação de VE-caderina no resíduo Tyr731, porém mais estudos serão 






Figura 23. Fosforilação da VE-caderina induzida pelo heme. (A) As HUVECs foram 
tratadas com veículo, heme 30µM e 100µM durante 30 min, as proteínas foram extraídas e 
as amostras transferidas como indicado. (B) Quantificação das intensidades de sinal de 
pVE-caderina_Tyr731 representadas em A e normalizadas para VE-caderina e células de 
controle não tratados. Média ± desvio padrão de três experimentos independentes. ns: não 
significativo. 
4.7 Viabilidade celular  
Para excluir que o aumento da permeabilidade endotelial induzida pelo 
heme fosse devido a um aumento na morte celular, realizamos o ensaio de MTT para 
a viabilidade celular em células endoteliais tratadas com heme. Não foram 
observadas alterações significativas da viabilidade celular após estimulação com 








Figura 24. A viabilidade das células endoteliais não foi afetada pelo heme livre. Ensaios 
de viabilidade foram realizados com as HUVECs e pudemos observar que não houve uma 




















O aumento da permeabilidade microvascular é considerado um elemento 
chave na patogênese do choque séptico e um promissor alvo terapêutico para a 
sepse (5,87,88). No entanto, a maioria dos dados que suportam este conceito 
derivam de modelos animais (89–92), com dados limitados a partir de estudos em 
seres humanos. Além disso, não existe evidência direta sobre os mediadores 
responsáveis pelo aumento da permeabilidade endotelial no choque séptico humano. 
Os resultados mais importantes do nosso estudo foram a demonstração de que o 
soro de pacientes com choque séptico é suficiente para induzir alterações funcionais 
e morfológicas associadas à ruptura da barreira endotelial in vitro e que essas 
alterações podem ser, pelo menos parcialmente, mediadas pelo heme. 
 
5.1 A sepse como um estado de hiperpermeabilidade vascular  
O conceito clássico da fisiopatologia da sepse parte da ativação da 
resposta imune inata. Esta ativação resulta em uma resposta celular e molecular 
estereotipada, que inclui a ativação endotelial. Quando localizada e regulada, esta 
ativação tende a ser benéfica. Quando disseminada e sem controle de localização, 
pode se tornar um mecanismo de lesão mais importante que o próprio fator 
desencadeante. Este paradigma clássico é reconhecido há anos no contexto da 
sepse e, quando aplicado à ativação endotelial postula que esta ativação poderia 
tanto facilitar a adesão e o acesso de células do sistema imune aos tecidos 
infectados, quanto levar a complicações da sepse decorrentes do aumento da 
permeabilidade microvascular (5,16,87,91,93). Com base na observação clínica, as 
principais consequências deste estado de hiperpermeabilidade seriam a lesão 
pulmonar aguda, a hipotensão e edema tecidual. As consequências dos dois 
primeiros são mais óbvias. Quanto ao edema tecidual, este pode levar a acúmulo de 
líquido parenquimatoso e intersticial, prejudicando a função orgânica pelo aumento 





microvascular devido ao aumento da pressão intersticial (93).  
Apesar do caráter bastante intuitivo deste paradigma, é forçoso 
reconhecer que a demonstração direta deste estado de hiperpermeabilidade não é 
trivial. Em uma excelente revisão, Deutschman e Tracey destacaram que a perda de 
função da BE é uma evidência comum em pacientes com sepse (94). Achados 
histopatológicos de autópsia de pacientes sépticos que morreram devido à disfunção 
orgânica são frequentemente normais, caracterizados principalmente por edema de 
tecido leve no interstício intracelular e extravascular. Além disso, diversos estudos in 
vivo também demonstraram um aumento na permeabilidade microvascular em 
modelos de sepse experimental em camundongos, tais como endotoxemia e ligadura 
e punção cecal (89,92,95,96).  
Outra estratégia usada para esta demonstração é o estudo do efeito do 
plasma, soro ou células destes pacientes sobre modelos in vitro de permeabilidade 
endotelial. Em um estudo que abordou os efeitos da angiopoietina 1 e 2 sobre a 
integridade de BE na sepse, Parikh e colaboradores demonstraram que o soro de 
dois pacientes com níveis elevados de angiopoietina-2 era capaz de induzir a 
formação de lacunas intercelulares em monocamadas de células endoteliais, um 
efeito que foi revertido pela angiopoietina-1 (97). Além disso, van Eijk e 
colaboradores demonstraram que o plasma obtido de oito voluntários submetidos a 
endotoxemia experimental humana foi capaz de induzir um aumento significativo na 
permeabilidade endotelial após 4 horas de incubação, medido pela migração de 
FITC-albumina através de monocamadas endoteliais (39). Mais recentemente, um 
estudo com neutrófilos isolados de dezoito pacientes com sepse usando TNF-α 
priming de monocamadas de células endoteliais demonstrou que os neutrófilos de 
pacientes com sepsis induziram mudanças mais profundas no TEER do que os 
neutrófilos de indivíduos saudáveis (40). E usando a imunofluorescência, Zheng et al 
relataram que o soro de pacientes com sepsis induziu a formação de lacunas 






Com base nestas informações, e reconhecendo a limitação de uma 
demonstração sistemática do efeito do soro de pacientes com choque séptico em um 
modelo robusto de BE, nosso primeiro objetivo foi avaliar se o soro de pacientes com 
choque séptico seria capaz de causar uma quebra da BE.  
 
5.2 A escolha da metodologia ECIS® para análise da quebra da BE 
Para testar nossa hipótese, nós primeiramente optamos pelo clássico 
ensaio de permeabilidade da albumina marcada com FITC. Em resumo, este ensaio 
tem como principio avaliar a passagem de macromoléculas através de uma 
monocamada de células. Para isso, células endoteliais são semeadas em um 
sistema denominado “Transwell”, que são suportes compostos por dois 
compartimentos – superior (onde o estímulo é adicionado) e inferior (onde a albumina 
é coletada) - separados por uma membrana permeável sobre a qual são cultivadas 
as células endoteliais. A quantificação do grau de integridade da BE é então 
detectada por fluorimetria através da quantificação dos níveis de albumina marcada 
com FITC que migraram através da membrana. Porém, apesar de ser um ensaio 
amplamente utilizado, durante o desenvolvimento do projeto, enfrentamos grandes 
desafios em sua padronização. 
Um dos grandes desafios que enfrentamos com esta técnica foi o elevado 
coeficiente de variação associado ao método, onde não conseguimos obter uma 
reprodutibilidade satisfatória, o que nos deixou inseguros na utilização desses dados. 
Estas dificuldades nos levaram a estabelecer um contato com o grupo do Prof. Dr. 
Jaime Millan, que lidera um laboratório na Universidade Autonoma de Madri que 
investiga os mecanismos fisiopatológicos de quebra da BE durante o processo de 
diapedese de leucócitos, e possui ampla experiência com metodologias de avaliação 
da quebra de BE (99–101). Este contato nos permitiu concluir que uma estratégia 
importante para a realização deste projeto seria a associação de uma metodologia 





experimental, e que pudesse nos fornecer informações em tempo real sobre o efeito 
das amostras de nossos pacientes sobre a integridade da BE. Após avaliação da 
literatura, pudemos concluir que a metodologia conhecida como “Electric 
Cell-substrate impedance sensing” (ECIS, Applied Biophysics, NY, EUA) (102) 
apresentava estas características, sendo amplamente utilizada em estudos sobre a 
fisiologia da BE. De fato, grande parte dos dados mais robustos sobre a fisiologia da 
BE foram gerados com o uso desta metodologia, na qual as células endoteliais já são 
cultivadas sobre eletrodos de ouro, permitindo a mensuração da resistência 
transendotelial em tempo real. Como não havia ainda no Brasil laboratórios com esta 
tecnologia, parte dos experimentos foram realizados através de um estágio de 4 
meses na Universidad Autonoma de Madrid. Isto permitiu ainda a formação em 
relação a este método considerado “gold standard” para análise de quebra de BE 
(103,104), abrindo caminho para estabelecimento desta metodologia em nosso 
laboratório.  
5.3 A associação do soro de pacientes com choque séptico com a quebra da BE 
Com um bem estabelecido teste funcional pudemos então explorar o efeito 
do soro de pacientes com choque séptico sob a barreira endotelial.  Nosso grupo de 
pacientes foi selecionado como uma amostra de conveniência com objetivo de 
recrutamento de pacientes com alto escore de gravidade da sepse. Isto fica claro 
através da alta taxa de mortalidade relacionada à sepse (72%) observada. Utilizando 
amostras de 18 pacientes pudemos demonstrar um aumento significativo na 
permeabilidade da BE após 4 horas de incubação do soro com as células endoteliais. 
Além disso, essas alterações funcionais foram associadas a um aumento significativo 
na extensão das lacunas intercelulares, as quais foram previamente associadas à 
inflamação e extravasamento plasmático (105). Utilizando abordagens metodológicas 
semelhantes, a ruptura da BE também foi demonstrada em outras doenças 
inflamatórias tais como pancreatite, esclerose múltipla e lesão pulmonar aguda 





Se pensarmos em quais mecanismos estão envolvidos neste efeito, vários 
elementos são candidatos a participar da ruptura da BE durante a fase séptica, esse 
efeito provavelmente resulta da ação combinada de diversos elementos humorais e 
celulares, como neutrófilos, plaquetas, DAMPs e PAMPs presentes na circulação. 
Neste contexto, acreditamos que a estratégia de utilizar soro de pacientes e 
indivíduos saudáveis em nossos experimentos deve ser considerado como o ponto 
de forte de nosso estudo. Estudos utilizando o método ECIS ou a análise morfológica 
das junções endoteliais normalmente avaliam o efeito de componentes isolados 
sobre a BE, como proteínas ou outras moléculas, utilizando meios de cultura ou soro 
fetal bovino como controle. A aplicação desse método, altamente sensível para 
perturbações da BE, com uma matriz biológica complexa como o soro resultou em 
uma grande variabilidade das leituras de TEER tanto em pacientes quanto nos 
controles saudáveis. Se por um lado isto certamente limitou o poder estatístico de 
nosso estudo para análise de subgrupos, acreditamos que por outro lado isto valoriza 
a relevância biológica de nossos achados para o estudo da sepse. Considerando as 
elevadas expectativas de que a modulação da BE poderia representar um novo alvo 
terapêutico na sepse (5,88), e o longo histórico de falhas de outras estratégias 
anteriormente promissoras, acreditamos que esta estratégia nos permitiu obter novos 
dados sobre a relevância da disfunção da BE no choque séptico humano. Assim, 
pudemos concluir que o soro de pacientes com choque séptico é capaz de induzir 
alterações funcionais e morfológicas associadas à ruptura da BE em monocamada 
de células endoteliais. Estes resultados confirmam e estendem dados de modelos 
animais na sepse que sugerem que a ruptura da BE é um dos mecanismos 
patogênicos associados ao choque séptico. 
5.4 Mediadores clássicos da quebra da BE no choque séptico 
Grande parte da compreensão dos mecanismos celulares e moleculares 
que regulam a estabilidade da BE deriva de estudos sobre os mecanismos de 





ligação entre células endoteliais.  
Os estudos envolvendo a angiogênese tiveram um grande avanço na 
década de 70, quando Judah Folkman e colaboradores observaram que o 
crescimento tumoral era fortemente dependente da formação de novos vasos (109) 
fato o qual impulsionou o entendimento dos mecanismos angiogênicos, iniciando 
então uma busca pelos fatores que regulariam este processo. Esta busca levou à 
identificação do VEGF por dois grupos no ano de 1989 (110,111), e na medida em 
que o interesse por esta proteína focou-se em seu papel sobre células endoteliais 
pouca atenção foi dada a sua função na quebra da BE. No entanto, é possível 
encontrar evidências do efeito permeabilizante do VEGF, apresentando potência 
permeabilizante de até 20000 vezes superior à droga histamina (112). Mas, apesar 
de seu evidente efeito sobre a integridade da BE, foi apenas a partir de 2005, que a 
possibilidade da participação do VEGF como mediador do aumento da 
permeabilidade endotelial foi postulada através de um estudo em pacientes com 
choque séptico, que apresentavam níveis mais elevados desta proteína do que 
indivíduos normais (113). Desde então a associação entre níveis circulantes elevados 
de VEGF-A e a gravidade da sepse em humanos foi demonstrada por vários grupos 
entre os quais o nosso (33,114,115). 
Já as angiopoietinas 1 e 2 participam ativamente processo de 
angiogênese no embrião, desestabilizando e estabilizando as BE endotelial, 
respectivamente, permitindo assim a incorporação de novos brotos vasculares (116). 
Diversos estudos avaliaram a associação entre a Ang-1 e a Ang-2 com a sepse grave 
e o choque séptico. De uma maneira geral, estes estudos chegavam ao mesmo 
padrão de resultados caracterizados por aumento dos níveis de moduladores 
associados a quebra da barreira endotelial como a Ang-2, e redução das 
concentrações de moduladores associados a estabilização da barreira, como a Ang-1 
(34,97,117–119). 
As evidências de que o VEGF-A e a Ang-2 desempenham papéis-chave 





hipótese de que níveis circulantes mais elevados destas duas proteínas observadas 
em pacientes com choque séptico (34,97,113) poderiam ser os mediadores da 
permeabilidade microvascular em nossos pacientes. Uma possibilidade que, diga-se 
de passagem, ainda não foi formalmente demonstrada em humanos.   
Em nosso estudo, embora os níveis de Ang-2 estivessem acentuadamente 
elevados no choque séptico, não foi observada correlação entre esses níveis e o 
efeito permeabilizante do soro na BE (%TEER). Além disso, embora pudéssemos 
demonstrar que os níveis de VEGF-A no soro se correlacionaram com a ruptura da 
BE, conforme medido pelo ECIS, o fato dos níveis de VEGF-A serem semelhantes 
entre pacientes e controles sugeriram que mediadores adicionais estavam envolvidos 
nestas mudanças. 
5.5 Heme como mediador da ativação endotelial no choque séptico 
Há mais de 50 anos é sabido que pacientes com hemólise crônica 
apresentam níveis mais elevados de heme na circulação (121). Além disso, os 
últimos 20 anos mostraram que além de seus efeitos tóxicos diretos sobre 
membranas celulares, o heme é também capaz de ativar diversos compartimentos da 
imunidade inata, tais como as vias dependentes do TLR-4 e Syk (71,72), a ativação 
de neutrófilos (69), a necroptose (122), ativação do complemento (73), o 
inflamassoma NLRP3 (123) e a formação dos NETs (75). Estes dados por si só 
permitem a hipótese de que o heme seja um mediador relevante na fisiopatologia do 
choque séptico. 
Em modelos de doença, o heme livre já foi associado à patogênese da 
sepse, e da lesão pulmonar aguda, esta última em modelos animais de doença 
falciforme (46,78). Em relação à liberação de heme na sepse, já foi demonstrado que 
esta condição está associada a danos na membrana das hemácias, resultando em 
hemólise e consequente liberação de hemoglobina livre na circulação (124,125). A 
oxidação da hemoglobina livre pode ser altamente prejudicial para o hospedeiro, pois 





potencializado pela presença de outros mediadores pró-inflamatórios (51), o que 
contribuiria para a insuficiência orgânica da sepse grave (46). Estudos recentes 
demonstraram que pacientes com sepse possuem consideráveis níveis circulantes 
de hemoglobina livre e que estes estão associados com um pior prognóstico e maior 
mortalidade (82,127). Esse aumento nos níveis de hemoglobina livre pode ser devido 
a uma hemólise aumentada e/ou a uma redução da degradação da hemoglobina 
(128). Do ponto de vista de mecanismos que conduzem a hemólise na sepse, vários 
foram propostos: 1) agentes patogênicos são capazes de induzir hemólise através de 
toxinas (129) 2) as cadeias de fibrina geradas pela coagulação intravascular 
disseminada na sepse podem destruir os eritrócitos (130), 3) o sistema complemento, 
que é ativado durante a sepse, pode prejudicar a viabilidade dos eritrócitos (131), 4) o 
LPS pode afetar as propriedades mecânicas da membrana, potencializando assim a 
destruição celular (132), e 5) a sepse induz a morte de eritrócitos pela “eriptose”, um 
mecanismo semelhante à apoptose (125).  
Mais recentemente, demonstrou-se que hemoglobina livre induz 
inflamação, lesão pulmonar e aumenta a permeabilidade alveolar-capilar em um 
modelo de lesão pulmonar aguda murina. Além disso, também demonstraram que o 
heme livre aumenta a permeabilidade paracelular em células epiteliais de pulmão 
(85). Ainda nesta linha, Lin e colaboradores avaliaram os níveis de hemopexina e 
heme livre em pacientes com sepse e lesão pulmonar aguda e mostraram que dois 
pacientes apresentaram níveis extremamente baixos de hemopexina (<250 μg / ml) e 
níveis elevados de heme, onde o paciente com maior nível de heme (>100uM) foi a 
óbito (81).   
Finalmente, foi demonstrado que níveis elevados de heme livre  
correlacionaram-se com uma  mortalidade exacerbada em camundongos knockout 
para HO-1 (Hmox1-/-) submetidos a infecção microbiana. Além isso, a administração 
de heme livre em camundongos selvagens (Hmox1+/+) submetidos a infecção 
microbiana de baixo grau (não-letal) foi suficiente para provocar uma forma letal de 





desenvolvimento de sepse grave em camundongos (Hmox1+/+) submetidos a 
infecção microbiana de alto grau foi suprimido. Com base nestes dados, os autores 
concluíram que o dano tecidual causado pelo heme livre pode contribuir para a 
patogênese da sepse grave (46).  
Perante essas evidências, nos questionamos se o heme também não 
poderia ser um mediador da quebra da BE no choque séptico, agindo de forma 
independente ou em sinergia com outros mediadores como o VEGF e a Ang-2 em 
nossa população. Cabe destacar que o efeito do heme sobre a integridade da BE já 
havia sido demonstrado em modelos animais (80,133,134).  
Nossos resultados são a primeira demonstração de que os níveis de heme 
estão aumentados no choque séptico em uma mesma magnitude observada em 
anemias hemolíticas como a doença falciforme e, ainda mais relevante, que os altos 
níveis de heme se correlacionam com a gravidade da sepse. Além disso, também 
demonstramos que a ruptura da BE causada pelo soro de pacientes com choque 
séptico em monocamadas de células endoteliais se correlacionou com os níveis de 
heme, sugerindo que o heme poderia ser um mediador da permeabilidade 
microvascular durante o choque séptico. 
Para fornecer evidência direta de que o heme poderia estar diretamente 
envolvido na ruptura da BE durante o choque séptico, utilizamos o mesmo painel de 
ensaios morfológicos e funcionais que foram previamente utilizados para caracterizar 
a quebra de BE na sepse, e também já usados em outras condições relacionadas à 
quebra da BE como a Síndrome de Vazamento Capilar Sistêmico (135). Neste 
modelo, o heme induziu um aumento acentuado na permeabilidade endotelial de 
monocamadas de HUVEC que era evidente já 30 minutos após a estimulação e 
permaneceu significativo até 2 horas depois disso. Além disso, as análises 
morfológicas revelaram que o heme era capaz de perturbar a anatomia das junções 
aderentes. É importante notar que a natureza transitória das alterações induzidas 
pelo heme na BE, além dos resultados do ensaio MTT, indicam que outros 





da barreira. Este aspecto é relevante pois um estudo recente que também mostrou o 
efeito do heme sobre a BE em células endoteliais pulmonares identificou a 
necroptose como mecanismo de alteração da BE (136).  
5.6 Mecanismos celulares de quebra da BE induzido pelo heme 
Os potenciais mecanismos pelos quais o heme induz a ruptura da BE 
incluem a internalização da VE-caderina ativada por alterações no estado de 
fosforilação de proteínas das junções aderentes, e a ativação de RhoGTPases. Em 
relação ao primeiro, estudos em culturas celulares e em camundongos 
geneticamente modificados mostraram que a perda das interações da VE-caderina e 
suas proteínas associadas, mediadas por estímulos pró-inflamatórios tais como 
VEGF-A, trombina e endotoxina, desempenha um papel crítico na remodelagem das 
junções aderentes e consequente quebra da BE e aumento da permeabilidade 
endotelial (86,137,138). Em relação ao segundo mecanismo, o heme poderia 
modificar a regulação espaço-temporal da função da BE mediada pelas pequenas 
GTPases Rac1 e RhoA (139). Como já destacado, a necroptose mediada pelo TLR-4 
foi recentemente proposta como um mecanismo adicional para a ruptura da BE 
induzida pelo heme (136). 
Uma causa bem descrita para a remodelagem das junções aderentes é a 
internalização da VE-caderina em vesículas intracelulares, removendo-a assim da 
superfície celular, resultando em uma ruptura reversível das junções célula-célula até 
que os níveis de VE-caderina sejam restaurados. Em nosso trabalho, nós 
observamos, em um dado ainda preliminar, que o heme livre pode participar do 
processo de internalização da VE-caderina. Através da técnica de biotinilação da 
superfície celular pudemos avaliar o tráfego da VE-caderina após estímulo com duas 
doses crescentes de heme (30 e 100µM), que nos mostrou um aumento discreto nos 
níveis de internalização em uma maneira dose-dependente. Por se tratar de um dado 
muito preliminar (apenas 1 experimento), não podemos afirmar que o heme causa a 





mecanismo seja estudado mais profundamente. Interessantemente, a liberação da 
forma solúvel da VE-caderina mediada por LPS ou TNF-α de foi recentemente 
proposta como um mecanismo de quebra da BE durante a sepse (140). 
Outro mecanismo que compromete a função da BE é a fosforilação da 
VE-caderina em resíduos tirosina, promovendo a remodelação das junções 
aderentes. Agentes que aumentam a permeabilidade, tais como VEGF (23), TNF-α 
(141) ou histamina (142) induzem essa fosforilação in vitro. Contudo, existem dados 
contraditórios sobre qual resíduo específico de tirosina da VE-caderina (Tyr658, 
Tyr685, Tyr731) se torna fosforilado em células endoteliais (143). Nós avaliamos o 
resíduo Tyr731, que consiste no sítio de ligação da VE-caderina com a β-catenina. 
Apesar de uma tendência a um aumento da fosforilação da VE-caderina após 
estímulo com heme, esse aumento não foi significativo. Um fato interessante desta 
abordagem é que ainda não há estudos que demonstrem o papel do heme na 
modelagem das junções aderentes, apesar do crescente interesse da ação desta 
molécula no endotélio. Assim estes dados também representam um ponto de partida 
para novos estudos envolvendo essas vias. A definição da importância relativa de 
cada um desses mecanismos na ruptura da BE induzida pelo heme pode abrir 
caminho para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para o choque 
séptico.  
5.7 Visão integrada do papel do heme na quebra da BE no choque séptico 
Embora nossos dados tenham como foco o papel de um único mediador 
na fisiopatologia da quebra de BE no choque séptico, isto não deve ser interpretado 
como a defesa de ser o heme o único, ou mesmo o mais importante mediador deste 
processo. Nosso olhar em um ponto específico da complexa cascata de eventos da 
sepse tem como objetivo tentar dissecar mais um detalhe da fisiopatologia desta 
condição, ainda pouco explorado na literatura. Se por um lado as amplas evidências 
de que o heme atua como um ativador de diversos compartimentos da imunidade 





na sepse, é importante reconhecer a complexidade dos efeitos do heme na resposta 
inflamatória, assim como algumas especificidades do estudo do heme.  
Como já discutido, o heme é um potente indutor da enzima 
anti-inflamatória heme-oxigenase-1 (144), assim como outros genes antioxidantes 
regulados pelo fator de transcrição Nrf2. Em diversos modelos inflamatórios crônicos 
e agudos, a exposição ao heme resulta em redução do dano tecidual e melhora do 
fenótipo inflamatório, dependente do aumento da expressão de HO-1. Isto já foi 
demonstrado em modelos animais de trombose (145), aterosclerose (146), 
sangramento de sistema nervoso central (147), e até mesmo de sepse, onde os 
efeitos divergentes do heme foram bem demonstrados em um estudo em modelos 
animais que mostram que o impacto na sepse, deletério ou protetor, depende de 
pequenas diferenças no momento em que o heme é utilizado (148). Desta forma, é 
razoável supor que aspectos pouco controláveis em pacientes com choque séptico 
como a cinética de liberação do heme pela hemólise intravascular, o grau de indução 
de HO-1 e até mesmo polimorfismos que interferem na função desta enzima (149) 
possam definir como esta via influência na fisiopatologia do choque séptico.  
Outro elemento não controlado em nosso estudo, que também pode 
influenciar de forma heterogênea no impacto desta via em pacientes com choque 
séptico são os níveis de hemopexina ou de outras proteínas que se ligam ao heme. É 
razoável supor que a relação heme:hemopexina seja mais relevante que os níveis 
isolados de heme na fisiopatologia da quebra da BE. Como a albumina é uma destas 
proteínas, fica fácil contemplar como estes fatores são variáveis no contexto do 
choque séptico.  
Além destas interações, é importante também reconhecer algumas 
especificidades dos estudos com heme que devem ser considerados na 
interpretação de quaisquer estudos com heme. Em primeiro lugar, é amplamente 
reconhecido que a contaminação do heme com endotoxina pode influenciar nos 
resultados, já que o heme atua por vias semelhantes ao LPS. Em nosso laboratório, 





vêm sendo utilizadas com resultados consistentes em diferentes modelos de 
inflamação (hemostasia e ativação endotelial), o que torna pouco provável esta 
possibilidade. Além disso, a preparação utilizada nos experimentos aqui 
demonstrados é aquela já testada por outros pesquisadores da área, e apontada em 
comunicação verbal como menos sujeita a contaminação. Outro cuidado utilizado em 
nosso laboratório é o preparo do heme e do veículo sob as mesmas condições, 
utilizando os mesmos insumos (vidrarias, água, e até mesmo sistema de diluição).  
Um aspecto mais desafiador é talvez a questão da dosagem de heme em 
matrizes biológicas, usada em nosso estudo. Há uma grande discussão na literatura 
se o heme total seria mais ou menos relevante que o heme livre, cuja dosagem exige 
a subtração do heme ligado a proteínas pelo uso de filtros (150). A complexidade 
desta questão foi recentemente amplificada por um estudo que sugere que os 
métodos usados para dosagem do heme não seriam capazes de medir o heme livre, 
e que também avaliam a hemoglobina livre (151). Embora esta limitação não interfira 
na parte mais relevante de nossos resultados, que mostra a quebra da BE em 
pacientes com choque séptico e induzida pelo heme, é forçoso admitir que ela pode 
influenciar sim na associação entre estas duas observações. Como o método usado 
por nós para dosagem do heme é aquele mais utilizado na literatura, resta-nos 
reconhecer esta possibilidade durante a interpretação dos resultados.  
Em conclusão, organismos vivos desenvolveram sistemas complexos intra 
e extracelulares para lidar com a presença e heme extracelular livre que podem ao 
mesmo tempo amplificar lesão ou proteger o organismo. O papel positivo (protetor) 
destes mecanismos foi certamente selecionado por pressões evolutivas 
desconhecidas que podem não incluir condições tão extremas como o choque 
séptico. Isto torna razoável imaginar que níveis elevados de heme vençam todos 









Nossos dados permitem concluir que:  
1. O soro de pacientes com choque séptico é capaz de induzir a quebra da 
barreira endotelial em monocamadas de HUVECs in vitro 
2. Os níveis séricos de mediadores clássicos da integridade da BE, Ang-2 e 
VEGF-A não apresentam correlação com a magnitude da quebra da BE 
induzida pelo soro de pacientes com choque séptico nestas monocamadas 
3. Níveis séricos elevados de heme são observados no choque séptico, e 
se correlacionam com a gravidade da sepse 
4. O heme, nas concentrações comumente observadas em pacientes com 
anemias hemolíticas, é capaz de induzir alterações funcionais e morfológicas 
na BE condizentes com o aumento da permeabilidade. 
5. Em conjunto, estes dados mostram a associação entre o heme livre e a 
quebra da BE no choque séptico humano, sugerindo uma relação causal 
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Apêndice 1 - Apresentação do trabalho em forma de pôster no Congresso 
Internacional de Hemostasia e Trombose (ISTH), a ser realizado em Berlin em Julho 
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Anexo 1- Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa FCM/Unicamp 
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